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ABSTRAK 
Telah dilakukan penelitian Identifikasi Bakteri Asam Laktat Asal Usus Bandeng Chanos chanos dengan 
Gen Pengkode 16S rRNA. Penelitian ini bertujuan untuk mengidentifikasi bakteri asam laktat asal usus ikan 
Bandeng Chanos chanos secara molekuler dengan gen 16S rRNA. Kelima isolat bakteri asam laktat diekstraksi 
menggunakan Geneaid PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit. Hasil ekstraksi DNA diamplifikasi dengan metode 
PCR menggunakan primer universal gen 16S rRNA yaitu primer Forward 63F (5’-
CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’) dan primer Reserve 1387R (5’-GGGCGGWGTGTACAAGGC-3’), 
hasil amplifikasi divisualisasikan pada elektroforesis dan dihasilkan pita DNA yang sejajar dengan marker 1300 
bp. Hasil PCR disekuensing kemudian sekuens yang diperoleh di-BLAST untuk mengkonfirmasi spesies. Hasil 
penelitian menunjukkan 2 isolat (IPB6 dan IPB9) teridentifikasi sebagai bakteri Lactobacillus plantarum strain 
WCFS1. Sedangkan 3 isolat (IPB3, IPB7, dan IPB9) teridentifikasi sebagai bakteri Enterococcus faecalis strain 
NBRC 100480. Berdasarkan rekonstruksi pohon filogeni dengan Neighbor-Joining bootstrap 1000x (MEGA 
6.60) didapatkan 2 klad (kelompok) besar yaitu klad pertama Enterococcus faecalis dan klad  kedua 
lactobacillus plantarum. 
 
Kata Kunci : Bandeng Chanos chanos, Bakteri asam laktat, 16S rRNA, Lactobacillus plantarum, Enterococcus 
faecalis 
ABSTRACT 
The research about The Identification of Lactic Acid Bacteria Origin of the intestinal milkfish Chanos chanos 
with the gene encoding 16S rRNA had  been done. This research aimed to know identify the lactic acid bacteria 
origin of the intestinal milkfish Chanos Chanos molecularly with gen 16S rRNA. Fifth isolate lactic acid 
bacteria extracted using Presto Geneaid gDNA Bacteria Mini Kit. The extracted DNA was amplified by PCR 
using universal primer 16S rRNA gene that 63F Forward primer (5'-CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3 ') and 
the Reserve 1387R primer (5'-GGGCGGWGTGTACAAGGC-3'), results amplification visualized by 
electrophoresis and yielded DNA bands in 1300 bp. PCR results were sequenced, and the sequence obtained 
was in BLAST was applied to confirm the species. The results showed two isolates (IPB6 and IPB9) were 
identified as Lactobacillus plantarum strain WCFS1. While the three other isolates (IPB3, IPB7, and IPB8) 
were identified as Enterococcus faecalis strain NBRC 100480. Phylogeny tree reconstruction used by Neighbor-
Joining bootstrap 1000x (MEGA 6.60) showed 2 major clads. One clade include Enterococcus faecalis  and 
other clad include lactobacillus plantarum. 
 
 
Keywords: milkfish Chanos Chanos, lactic acid bacteria, 16S rRNA, Lactobacillus plantarum, Enterococcus 
faecalis. 
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PENDAHULUAN 
 
 
Bakteri asam laktat adalah kelompok 
bakteri yang mampu mengubah karbohidrat 
menjadi asam laktat. Efek bakterisidal dari asam 
laktat berkaitan dengan penurunan pH lingkungan 
menjadi 3 sampai 4,5 sehingga pertumbuhan 
bakteri lain termasuk bakteri pembusuk akan 
terhambat. Bakteri asam laktat  merupakan jenis 
bakteri yang umumnya menguntungkan. Secara 
umum, bakteri asam laktat merupakan food-grade 
organisms. Bakteri tersebut dapat memberikan 
citarasa pada makanan, menghambat bakteri 
pembusuk pada makanan dan juga dapat 
menghambat bakteri patogen (Antara, 2004).  
Bakteri asam laktat merupakan bakteri 
yang bersifat gram positif, tidak membentuk spora, 
dan dapat berbentuk coccus atau batang, tidak 
menghasilkan enzim katalase, non-motil atau 
sedikit motil, mikroaerofilik sampai anaerob, 
toleran terhadap asam, kemoorganotrofik, dan 
membutuhkan suhu mesofilik (Salminen, 1998). 
Bakteri asam laktat (BAL) merupakan bakteri 
mampu hidup pada berbagai habitat yang cukup 
luas di alam seperti pada tanaman, saluran 
pencernaan hewan dan manusia, pada produk 
makanan kalengan, produk susu, produk 
fermentasi, buah-buahan dan sayur-sayuran tropis 
(Misgiyarti dan Widowati, 2005).  
Bakteri asam laktat yang hidup di dalam 
usus, bersimbiosis dengan mikroflora usus yang 
mampu melawan bakteri patogen di dalam usus, 
karena mengandung bakteriosin. Bakteriosin 
merupakan senyawa protein yang memiliki efek 
bakterisida terhadap mikroorganisme lain, sehingga 
bakteri asam laktat (BAL) dapat berperan sebagai 
bakteri probiotik (Saxelin, 1997). 
Probiotik adalah mikroorganisme hidup 
yang bila dikonsumsi dapat meningkatkan 
kesehatan manusia ataupun hewan dengan cara 
menyeimbangkan mikroflora dalam saluran 
pencernaan jika dikonsumsi dalam jumlah yang 
cukup. Probiotik mempunyai kemampuan untuk 
menurunkan kadar kolesterol serum darah 
(Kusumawati et al., 2003).  
Salah satu jenis hewan yang memiliki 
bakteri asam laktat (BAL) pada ususnya adalah 
ikan Bandeng Chanos chanos (Briliani et al., 
2013). Ikan bandeng merupakan ikan yang jarang 
terkena penyakit. Hal ini dapat dilihat dari 
kebiasaan makan ikan bandeng yang tergolong 
jenis ikan herbivora yang mempunyai usus yang 
panjang beberapa kali dari tubuhnya. Didalam 
saluran pencernaan ikan bandeng terdapat bakteri 
yang menghasilkan enzim pencernaan yang dapat 
merombak nutrien makro yang masuk melalui 
pakan untuk kebutuhan bakteri itu sendiri dan 
memudahkannya untuk diserap oleh ikan bandeng 
tersebut (Gatesoupe, 1999). 
Ikan bandeng tahan penyakit karena 
didalam tubuhnya terdapat bakteri yang berasosiasi 
membantu pencernaan untuk peningkatan 
kesehatan dan mencegah penyakit pada ikan 
bandeng. Mekanisme pertahanan terhadap penyakit 
diduga mampu menghambat bakteri pathogen. 
Beberapa penelitian telah dilakukan untuk 
memperoleh kandidat yang paling efektif sebagai 
agen biokontrol yang diaplikasikan dalam bentuk 
probiotik (Irianto, 2003). Inventarisasi bakteri yang 
berpotensi sebagai probiotik asal usus bandeng 
juga dilakukan oleh Wardani (2013) 
memperlihatkan empat isolat bakteri yang 
berdasarkan karakterisais secara morfologi dan 
biokimia termasuk kedalam genera Lactobacillus. 
Beberapa jenis bakteri yang berasosiasi 
didalam tubuh ikan bandeng mampu membantu 
mekanisme pertahanan yang dapat memberikan 
pengaruh positif terhadap kesehatan dalam tubuh. 
Menurut Feliatra (2004), beberapa jenis bakteri 
sebagai kandidat probiotik yaitu Lactococcus sp, 
Carnoacterium sp, Staphylococcus sp, Bacillus sp, 
Eubacterium sp, Pseudomonas sp, Lactobacillus 
sp, Micrococcus sp, dan Bifidobacterium sp. 
Penelitian yang dilakukan Abdi Khalik 
yaitu isolasi dan karakterisasi bakteri asam laktat 
dari usus ikan Bandeng Chanos chanos diperoleh 5 
isolat diantaranya berpotensi sebagai probiotik 
yaitu IPB3, IPB6, IPB7, IPB8, IPB9 yang telah 
menjadi koleksi Laboratorium Mikrobiologi, 
Jurusan Biologi, Fakultas Matematika dan Ilmu 
Pengetahuan Alam, Universitas Hasanuddin.  
Berdasarkan uraian diatas, maka 
dilakukan penelitian lanjutan untuk mengetahui 
hingga taraf spesies dari isolat bakteri asam laktat 
dengan melakukan identifikasi secara molekuler 
dengan analisis gen 16S rRNA. Pada penelitian ini 
digunakan primer universal gen 16S rRNA yaitu 
primer Forward 63F dan primer Reserve 1387R 
(Marchesi et al. 1998) untuk proses amplifikasi 
dengan metode PCR, hasil amplifikasi selanjutnya 
dilakukan sekuensing dan analisis terhadap gen 
16S rRNA. 
 
METODE PENELITIAN 
 
Alat 
 Alat yang digunakan pada penelitian ini 
adalah micropipet (Biohit 0,5-10𝜇l; 10-100 𝜇l; 20-
100 𝜇l) (Biorad 100-1000 𝜇l), tip filter, vortex, 
waterbath, tabung Eppendorf, rak tabung 
Eppendorf, GD colom, Collection tube, sentrifugasi 
dingin (MPW-260R), DNA thermal cycler 
(Applied Biosystems), elektroforesis+tip supply, 
perangkat lampu ultraviolet + kamera digital, 
microwave, mikroskop, stopwatch, neraca analitik,  
freezer -200C, kaca mata anti UV, Erlenmeyer 250 
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ml, tabung vial, ose bulat, ose lurus, batang 
pengaduk, kaca preparat, gegep kayu, sarung 
tangan. 
 
Bahan 
Bahan yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah isolat bakteri asam laktat dengan kode 
isolat IPB3, IPB6, IPB7, IPB8, IPB9, medium de 
Mann-Ragosa-Sharpe (MRS), Pewarna gram 
(kristal violet, iodine, alkohol safranin), minyak 
emersi, Presto mini gDNA Bacteria Kit (100 Preps) 
(gram (+) buffer, lysozyme, proteinase K, etanol 
absolut, larutan GB buffer, larutan wash buffer, 
elution buffer), marker 250 bp, serbuk agarose, 
etidium bromide, TEA buffer, label, nuclease free 
water,  2x KAPA 2G Fast Ready Mix, gen 16S 
rRNA primer forward 63F (5’-
CAGGCCTAACACATGCAAGTC-3’) dan primer 
reserve 1387R (5’-GGGCGGWGTGTACAAGGC-
3’).  
 
Sampel 
Sampel yang digunakan dalam penelitian 
ini adalah 5 isolat positif BAL yang telah diisolasi 
dari usus ikan Bandeng Chanos chanos yang 
merupakan koleksi Laboratorium Mikrobiologi 
Fakultas Matematika Dan Ilmu Pengetahuan Alam 
Universitas Hasanuddin. Preparasi sampel 
dilakukan peremajaan isolat dengan media de 
Mann-Ragosa-Sharpe (MRS) dan dilakukan 
pengecatan Gram. 
 
Ekstraksi DNA  
Ekstraksi DNA genom dilakukan dengan 
mengikuti protokol ekstraksi DNA yang terdapat 
dalam Geneaid PrestoTM Mini gDNA Bacteria Kit. 
Pertama dilakukan preparasi sampel, untuk bakteri 
gram (-) negatif, bakteri sebanyak 1 x 109 sel 
dipindahkan ke 1,5 ml tube mikrosentrifuge, 
kemudian disentrifuge selama 1 menit dengan 
kecepatan 13.900 rpm lalu supernatant dibuang. 
Tambahkan 180 𝜇l GT Buffer kemudian suspensi 
ulang pelet sel dengan menggunakan vortex atau 
pipet. Tambahkan juga 20 𝜇l proteinase K, inkubasi 
pada suhu 600C selama 10 menit, selama inkubasi 
setiap 3 menit lakukan pembalikan. Untuk bakteri 
gram (+) positif, bakteri sebanyak 1 x 109 sel 
dipindahkan ke 1,5 ml tube mikrosentrifuge, 
kemudian disentrifuge selama 1 menit dengan 
kecepatan 13.900 rpm lalu supernatant dibuang. 
Masukkan 200 𝜇l gram (+) buffer ke tube 
sentrifuge dan tambahkan lysozyme (4 mg/ml) lalu 
vortex sampai lysozyme benar-benar larut. 
Kemudian masukkan larutan gram (+) buffer yang 
telah ditambahkan lysozyme ke dalam sampel 
kemudian suspensi ulang pelet sel dengan 
menggunakan vortex atau pipet. Inkubasi pada 
suhu 370C selama 30 menit. Selama inkubasi 
lakukan pembalikan beberapa kali. Setelah itu, 
tambahkan 20 𝜇l proteinase K kemudian vortex 
agar tercampur. Inkubasi pada suhu 600C selama 10 
menit, selama inkubasi setiap 3 menit lakukan 
pembalikan. Untuk proses selanjutnya baik bakteri 
gram (+) maupun gram (-) sama. Ke dalam sampel 
ditambahkan 200 𝜇l GB Buffer kemudian divortex 
setelah itu diinkubasi selama 10 menit pada suhu 
700C. Selanjutnya ditambahkan 200 𝜇l ethanol 
absolut kemudian divortex selama 10 detik. 
Kemudian pindahkan sampel kedalam GD Colomn 
yang telah terpasang pada collection tube dan 
disentrifuge dengan kecepatan 13.900 rpm selama 
1 menit pada suhu 40C. Ganti collection tube yang 
baru setelah itu ditambahkan 400 𝜇l W1 buffer 
kemudian di sentrifuge dengan kecepatan 13.900 
rpm selama 1 menit pada suhu 40C, lalu buang 
cairan yang berada pada collection tube. Setelah itu 
ditambahkan 600 𝜇l W1 buffer kemudian di 
sentrifuge dengan kecepatan 13.9000 rpm selama 1 
menit pada suhu 40C, selanjutnya GD colomn 
dipindahkan ke dalam tabung Eppendorf steril 
ditambahkan 80 𝜇l Elution buffer (dipanaskan 
sebelumnya pada suhu 700C) setelah itu di 
sentifuge  dengan kecepatan 13.900 rpm selama 3 
menit. Supernatan yang tertampung pada tabung 
eppendorf disimpan pada suhu -200C. 
 
Amplifikasi Gen 16S rRNA 
Prosedur ini dikerjakan pada sampel DNA 
yang telah diisolasi, Sebelumnya dibuat campuran 
Master Mix PCR (untuk satu reaksi) yaitu masing-
masing 1.25 𝜇l DNA gen 16S rRNA Primer 
Forward 63F dan 1.25 𝜇l primer reserve 1387R 
,1.25 𝜇l 2G KAPA 2G Fast Ready Mix +Dye,  5 𝜇l 
nuclease free water dan 5 𝜇l ekstrak DNA 
dimasukkan kedalam tabung vial, kemudian akan 
diamplifikasi pada DNA thermal cycler (Hybaid 
OMIN-E). Amplifikasi dilakukan sebanyak 35 
siklus dan setiap siklus terdiri predenaturasi dan 
denaturasi pada suhu 950C dengan waktu masing-
masing selama 3 menit dan 10 detik (35 siklus), 
annealing pada suhu 550C selama 10 detik (35 
siklus) dan extending pada suhu 720C terdiri dari 
extending selama 30 detik (35 siklus) dan post 
extending 1 menit. 
 
Deteksi Produk PCR (Elektroforesis) 
Gel agarosa 1,5% dibuat dengan 
mencampurkan 1,5 g serbuk agarosa ke dalam 100 
mL TAE buffer di Erlenmeyer kemudian 
dipanaskan ke dalam microwave selama 2 menit 
hingga mendidih, lalu ditambahkan 8 µL Ethidium 
Bromida. Setelah agak dingin cairan gel dituang ke 
cetakan gel elektroforesis dengan jumlah sisir 14 
sumur. Masing-masing 1 𝜇l produk amplifikasi 
dimasukkan ke dalam sumur gel agarosa 1,5% 
yang terendam dalam tangki yang berisi TAE 
buffer. Selanjutnya, elektroforesis dijalankan 
selama 50 menit dengan tegangan konstan 100 volt. 
Setelah 50 menit elektroforesis dihentikan dan gel 
4 
 
diangkat untuk diamati dibawah sinar UV. Hasil 
positif jika terdapat pita DNA yang sejajar dengan 
marker 1300 bp 
 
Sekuensing DNA 
Produk PCR dari sampel yang 
menunjukkan hasil elektroforesis yang positif 
kemudian dikirim ke PT. Genetika Indonesia untuk 
dilakukan sekuensing DNA. 
 
Analisis Fragmen Gen 16S rRNA 
Analisis hasil sekuensing dilakukan 
dengan melakukan BLAST urutan nukleotida dari 
hasil sekuensing gen 16S rRNA dengan data base 
yang tersedia pada situs www.ncbi.nlm.nih.gov. 
Hasil yang diperoleh kemudian dibuat pohon 
filogeni, dengan pensejajaran ganda (multiple 
alignment) selanjutnya visualisasi kekerabatan 
menggunakan pohon Neighbor –Joining dengan 
Bootstap 1000x pada software MEGA (6.06). 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Tahap awal merupakan tahap ekstraksi 
dengan menggunakan Geneaid PrestoTM Mini 
gDNA Bacteria Kit. Secara garis besar proses 
ekstaksi DNA dilakukan untuk memisahkan genom 
DNA dari molekul-molekul lain dalam sel, dengan 
cara lysis dinding sel, pengikatan (penghilangan 
protein dan RNA), dan pengendapan DNA. 
Ekstrak DNA yang telah diperoleh, 
kemudian dilihat kualitas DNAnya dengan 
elektroforesis. Sebelum proses elektroforesis 
dilakukan penambahan loading dye. Menurut 
Novitasari (2014), penambahan warna ini berfungsi 
untuk menambah densitas sehingga DNA berada 
dibagian bawah sumur, pewarna ini juga digunakan 
untuk memudahkan meletakan DNA ke dalam 
sumur dan menandai migrasi DNA.  
 
 
Gambar 1: Hasil Visualisasi Ekstrak DNA 
Hasil visualisasi ekstrak DNA (gambar 2) 
pada semua sampel terdapat pita DNA. Pada 
sampel IPB3 pita yang terbentuk tebal. Berbeda 
dengan pita DNA pada sampel IPB8 dan IPB9 pita 
yang terbentuk tipis dan pada sampel IPB6 dan 
IPB7 pita yang terbentuk sangat tipis. Menurut 
Buak (2014), perbedaan ketebalan pita 
menandakan konsentrasi DNA yang berbeda. 
Sehingga dapat dikatakan bakteri asam laktat yang 
diekstraksi dengan Geneaid PrestoTM Mini gDNA 
Bacteria Kit memperoleh hasil yang baik.  
 
Amplifikasi Gen 16S rRNA 
Sampel yang telah diekstraksi kemudian 
diamplifikasi dengan metode PCR yang merupakan 
metode untuk menggandakan suatu fragmen DNA. 
Pada proses PCR ini akan mengamplifikasi 
fragmen DNA dengan target sekuens Gen 16S 
rRNA. Berdasarkan hasil visualisasi elektroforesis 
(gambar 2) dari 5 isolat BAL menunjukkan bahwa 
kualitas DNA yang teramplifikasi dengan sangat 
baik dan berada pada ukuran 1300 bp. 
 
 
Gambar 2: Hasil Amplifikasi Gen 16S rRNA 
dengan Primer 63F dan 1387R  
 
Primer yang digunakan yaitu primer gen 
16S rRNA yaitu primer forward 63F dan primer 
reserve 1387R. Primer tersebut juga digunakan 
dalam penelitian Nurhayati, et.al (2011) untuk 
mengamplifikasi bakteri asam laktat pada 
fermentasi pisang. Proses amplifikasi dilakukan 
untuk memperoleh salinan gen 16S rRNA yang 
lebih banyak untuk proses sequensing (Perdana, 
2011). Menurut Aris (2013), pemilihan DNA 
ribosom untuk tujuan identifikasi organisme 
didasarkan secara fungsional dan evolusioner. 
DNA ribosom memiliki sifat homolog dari 
berbagai organisme yang berbeda, molekul tersebut 
memiliki struktur dan sekuens nukelotida yang 
sangat konservatif. Molekul tersebut sangat banyak 
di dalam sel, sehingga cocok untuk uji statistik 
(melihat perbedaan sekuens  pada organisme 
berbeda). Maka untuk melihat perbedaan sekuens 
antara satu bakteri dengan lainnya maka diperlukan 
sekuensing. 
Sekuensing DNA bertujuan untuk 
menentukan urutan nukleotida               arginin (A), 
sitosin (C), guanin (G), timin (T) pada molekul 
DNA. Sekuens yang diperoleh kemudian 
dibandingkan dengan data sekuen yang terdapat 
pada Genbank dengan melakukan BLAST (Basic 
Local Alignment Search Tool), BLAST bekerja 
dengan prinsip penyejajaran sekuens. BLAST 
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dilakukan pada situs www.ncbi.nlm.nih.gov  
dengan pilihan database 16S ribosomal DNA 
Sequences (bacteria dan archae).  
 
Tabel 1. Hasil BLAST Gen 16S rRNA 
No. Isolat 
Bakteri 
 
Deskripsi Spesies 
Query 
Cover 
 
Identity 
 
Nomer Akses 
1 IPB3 Enterococcus faecalis strain 
NBRC 100480 
 
95% 
 
96% 
 
NR 113901.1 
`2 IPB6 Lactobacillus plantarum strain 
WCFS1 
 
96% 
 
98% 
 
    NR 075041.1 
3 IPB7 Enterococcus faecalis strain 
NBRC 100480 
 
94% 
 
99% 
 
    NR 113901.1 
4 IPB8 Enterococcus faecalis strain 
NBRC 100480 
 
94% 
 
99% 
 
NR 113901.1 
5 IPB9 Lactobacillus plantarum strain 
WCFS1 
 
90% 
 
98% 
 
NR 075041.1 
 
Berdasarakan (tabel 1). hasil analisis 
sekuens dengan menggunakan program BLAST, 
sekuens gen 16S rRNA pada isolat bakteri IPB 3, 
IPB7 dan IPB8 memiliki query sebesar masing-
masing 95%, 94% dan 94% yang dibandingkan 
dengan sekuens Enterococcus faecalis strain 
NBRC 100480 sehingga memiliki identity masing-
masing sebesar 96%, 99%, dan 99% dengan  
Enterococcus faecalis strain NBRC 100480 
(Nakagawa, et.al., 2015) dapat diakses pada situs 
NCBI dengan nomer akses NR 113901.1. Hasil 
perbandingan Isolat bakteri IPB6 dan IPB9 
memiliki query masing-masing 96% dan 90% yang 
dibandingkan dengan sekuens Lactobacillus 
plantarum strain WCFS1 dan kedua isolat bakteri 
tersebut memiliki identity sebesar 98%. Genom 
Lactobacillus plantarum strain WCFS1 telah 
disekuensing dengan lengkap (Siezen, et.al., 2012) 
dan dapat diakses dengan nomer NR 075041.1.  
Stackebrandt dan Gobel (1995) 
menyatakan bahwa suatu spesies bakteri dapat 
dikatakan sama apabila memiliki homologi lebih 
dari atau sama dengan 97%. Isolat IPB3 memiliki 
nilai identity dibawah 97% yaitu 96%, namun data 
ini masih dapat dipercaya. Hal ini sesuai dengan 
pendapat Narita (2012), dimana data yang dapat 
dipercaya lebih atau sama dengan 95%. Dalam 
membaca hasil tersebut, Query Coverage adalah 
parameter yang penting karena menilai dalam 
persen sekuen dalam database menutupi query, 
yang memastikan apakah sampel tertutup 
semuanya oleh sekuen. Persentase yang dapat 
diterima minimal 95%, kecuali untuk sekuen yang 
bacaannya lebih rendah diberlakukan minimal 
75%. (Narita et.al, 2012).  
Analisis sekuen gen 16S rRNA 
menunjukkan dua isolat yaitu isolat  IPB 6 dan 
IPB9 memiliki kemiripan terdekat dengan 
Lactobacillus plantarum. Lactobacillus plantarum 
merupakan bakteri Gram positif berbentuk batang 
yang tampak biru atau ungu dan merupakan salah 
satu jenis BAL homofermentatif dengan temperatur 
optimal lebih rendah dari 37oC (Frazier dan 
Westhoff, 1988). Penelitian yang telah dilakukan 
Briliani (2013) isolasi dan karakteriasi bakteri yang 
berpotensi sebagai probiotik pada usus Bandeng 
Chanos chanos mendapatkan beberapa isolat yang 
tergolong dalam genus Lactobacillus. 
Lactobacillus plantarum berbentuk batang 
(0,5-1,5 s/d 1,0-10 μm) dan tidak bergerak (non 
motil). Bakteri tersebut memiliki sifat katalase 
negatif, aerob atau fakultatif anaerob, mampu 
mencairkan gelatin, cepat mencerna protein, tidak 
mereduksi nitrat, toleran terhadap asam, dan 
mampu memproduksi asam laktat. Dalam media 
agar, Lactobacillus plantarum membentuk koloni 
berukuran 2-3 mm, berwarna putih opaque, 
conveks, dan dikenal sebagai bakteri pembentuk 
asam laktat (Kuswanto dan Sudarmadji, 1988). 
Lactobacillus plantarum dapat menghambat 
kontaminasi dari mikrooganisme patogen karena 
kemampuannya untuk menghasilkan asam laktat 
dan menurunkan pH substrat (Suriawiria, 1986). 
Lactobacillus plantarum juga mempunyai 
kemampuan untuk menghasilkan bakteriosin yang 
berfungsi sebagai zat antibiotik (Jenie dan Rini, 
1995). 
Pada isolat BAL yaitu IPB 3, IPB 7, dan 
IPB 8 memiliki kemiripan sekuens dengan 
Enterococcus faecalis strain NBRC 100480. 
Enterococcus faecalis merupakan bakteri yang 
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tidak membentuk spora, fakultatif anaerob, kokus 
gram positif dan tidak menghasilkan reaksi katalase 
dengan hidrogen peroksida. Bakteri ini berbentuk 
ovoid dengan diameter 0,5–1 μm dan terdiri dari 
rantai pendek, berpasangan atau bahkan tunggal. 
Sebagian besar jenis ini  merupakan non hemolitik 
dan non motil (Suchitra, 2002). Penelitian oleh 
Devriese (1987), yaitu karakterisasi dan identifikasi 
Enterococcus yang diisolasi dari usus hewan 
terdapat beberapa spesies dari genus Enterococcus, 
salah satunya Enterococcus faecalis yang 
ditemukan pada usus kambing, domba, anjing, 
babi, kelinci, kuda dan unggas.  
Konstruksi pohon filogenetik dibuat 
berdasarkan aligment (pensejajaran sekuens DNA) 
menggunakan metode Neighbor –Joining dengan 
Bootstap 1000x pada aplikasi MEGA (6.06). 
Person (1999), menyatakan Neighbor-joining 
adalah metode untuk merekonstruksi pohon 
filogeni dengan menghitung perubahan basa DNA 
pada setiap organisme (jarak evolusi) yang 
divisualisasikan melalui panjang dari cabang yang 
terbentuk. 
 
 
   Gambar 3. Pohon filogenetik berdasarkan sekuen gen 16S rRNA dari 5 isolat yang dibandingkan dengan 
sekuen gen 16S rRNA dari beberapa spesies bakteri lainnya.  
 
Data sekuen gen 16S rRNA dari kelima 
isolat dilakukan aligment (pensejajaran sekuens) 
dengan data sekuen gen 16S rRNA pada 
GeneBank. Data sekuens gen yang digunakan 
adalah spesies Lactobacillus plantarum dan 
Enterococcus faecalis dengan strain yang berbeda, 
yaitu Lactobacillus plantarum WCFS1 strain 
WCFS1, Lactobacillus plantarum strain JCM 1149, 
Enterococcus faecalis NBRC 100480 dan 
Enterococcus faecalis strain LMG 7937.  
Berdasarkan pohon filogenetik, dapat 
menunjukkan kekerabatan kelima isolat dengan 
bakteri yang lainnya (Gambar 4).  Pada klad 
(kelompok) pertama, yaitu kelompok Enterococcus 
faecalis.  Jarak genetik antara isolat IPB3 dan IPB8 
memiliki perbedaan sekuens 5 basa (0.05), 
sedangkan isolat IPB8 dan IPB7 jarak genetiknya 
sangat dekat (0.00) (identik) dan ketiga isolat 
tersebut memiliki kedekatan genetik dengan 
Enterococcus faecalis. Klad kedua menunjukkan 
antara IPB6 dan IPB9 jarak genetiknya sangat 
dekat yaitu 0.00 dengan Lactobacillus plantarum 
WCFS1 strain WCFS. Kedua klad (kelompok) ini 
memiliki kekerabatan yang tidak begitu jauh, 
dimana Lactobacillus plantarum dan Enterococcus 
faecalis berada dalam 1 ordo yaitu Lactobacillales 
(Dwijoseputro,1994). 
 
Kesimpulan 
Hasil analisis gen 16S rRNA bakteri asam 
laktat yang diisolasi dari usus ikan bandeng Chanos 
chanos menunjukkan 2 isolat (IPB6 dan IPB9) 
teridentifikasi sebagai bakteri Lactobacillus 
plantarum strain WCFS1. Sedangkan, 3 isolat 
(IPB3, IPB7, dan IPB9) teridentifikasi sebagai 
bakteri Enterococcus faecalis strain NBRC 
100480. Berdasarkan konstruksi pohon filogenetik  
didapatkan 2 klad besar yaitu klad pertama 
Enterococcus faecalis dan klad kedua lactobacillus 
plantarum. 
 
DAFTAR PUSTAKA 
Antara, N.S., 2004. Peranan Bakteri Penghasil 
Bakteriosin Dalam Fermentasi Urutan. 
Seminar Nasional Probiotik dan Prebiotik 
Sebagai Makanan Fungsional. Denpasar, 
30 Agustus 2004.  
Aris, M., Sukenda, E. Haris, M.F. Sukadi, M. 
Yuhana, 2013. Identifikasi Molekular 
Bakteri Patogen Dan Desain Primer 
PCR (Molecular Identification Of 
Pathogenic Bacteria And PCR Specific 
Primer Design). Jurnal Budidaya 
Perairan. 1(3): 43-50. 
Briliani, A.W., R. Sari, dan Sarjito, 2013. 
Inventarisasi Bakteri yang Berpotensi 
sebagai Probiotik dari Usus Ikan 
Bandeng (Chanos chanos). Journal of 
Aquaculture Management and 
Technology.      2(1):75-86. 
Buak, M.T, 2015. Polimorfisme Gen Natural 
Resistence Associated Macrophage 
Protein-1 (Nramp-1) Dengan Pcr-Rflp 
Dari Ekstrak Saliva Menggunakan 
Enzim Restriksi Fok 1. Skripsi. 
FMIPA. UNHAS, Makassar.  
Devriese, L.A., A.V.D. Kerckhove., R. Kilpper-
Balz., and K.H. Schleifer, 1987. 
7 
 
Charactertization and Identification of 
Enterococcus Species Isolated from the 
Intestines of Animals. International 
Jurnal Of Systematic Bacteriology. 37(3): 
257-259.  
Dwidjoseputro, D., 1994. Dasar-Dasar 
Mikrobiologi. Djambatan, Jakarta. 
Feliatra., I. Efendi, dan E. Suryadi, 2004. Isolasi 
dan Identifikasi Bakteri Probiotik 
dari Ikan Kerapu Macan 
(Ephinephelus fuscogatus) dalam 
Upaya Efisiensi Pakan. Jurnal Natur 
Indonesia. 6(2): 75-80.  
Frazier, W.C. and D.C. Westhoff, 1988. Food 
Microbiology. (4th Ed). Mc. Graw Hill 
Book Co, Singapore. 
Gatesoupe, F.J., 1999. The Used of Probiotics in 
Aquaculture. Aquaculture. 180: 147-
165. 
Irianto, A., 2003. Probiotik Akuakultur. Gadjah 
Mada University Press, Yogyakarta.  
Jenie, S.L., dan E.R., Shinta 1995. Aktivitas 
Antimikroba dari Beberapa Spesies 
Lactobacillus terhadap Mikroba 
Patogen dan Perusak Makanan. 
Buletin Teknologi dan Industri Pangan. 
7(2):46-51. 
Kusumawati, N., B.S.L. Jenie, S. Setyahadi, dan 
R.D. Hariyadi, 2003. Seleksi Bakteri 
Asam Laktat Indigenous sebagai 
Galur Probiotik dengan Kemampuan 
Menurunkan Kolesterol. Journal 
Mikrobiologi Indonesia. 8(2): 39-43. 
Kuswanto, K.R., dan S. Sudarmaji, 1988. Proses-
proses Mikrobiologi Pangan. PAU 
Pangan dan Gizi. Universitas Gadjah 
Mada, Yogyakarta.  
Marchesi J.R, T. Sato, A.J. Weightman, T.A. 
Martin, J.C. Fry, S.J. Hiom, W.G. Wade, 
1998. Design and evaluation of useful 
bacterium-specific PCR primers that 
amplify genes coding for bacterial 16S 
rRNA. Appl Environ. Microbiol 64:795-
9. 
Misgiyarta, S dan Widowati, 2005. Seleksi dan 
Karakterisasi Bakteri Asam Laktat 
(BAL) Indigenus. Balai Besar Penelitian 
dan Pengembangan Pascapanen Pertanian, 
Bogor. 
Nakagawa,Y., Y. Muramatsu, M. Miyashita, M. 
Sugimoto, M. Yoshino, and Y. Kamakura, 
2015. NITE Biological Resource Center 
(NBRC). Unpublished. 
 
Narita, V., A.L., Arum, S. Isnaeni M., N.Y. 
Fawzya, 2012. Analisis Bioinformatika 
Berbasis WEB untuk Eksplorasi 
Enzim Kitosanase Berdasarkan 
Kemiripan Sekuens. Jurnal Al-Azhar 
Indonesia Seri Sains Dan Teknologi. 
1(4):197-203. 
NCBI (National Center for Biotechnology 
Bioinformation), 2015. The BLAST 
sequnce analysis tool. 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov, diakses 22 
Oktober, pukul 14.12 WITA. 
Novitasari, D.A., R. Elvyra, D.I. Roslim, 2014. 
Teknik Isolasi dan Elektroforesis 
DNA Total Pada Kryptopterus 
apogon (Bleeker 1851) Dari Sungai 
Kampar Kiri Dan Tapung Hilir 
Kabupaten Kampar Provinsi Riau. 
1(2): 257-261. 
Nurhayati, B.S.L. Jenie, H.D. Kusumaningrum, dan 
S. Widowati, 2011. Identifikasi 
Fenotipik dan Genotipik Bakteri 
Asam Laktat Frermentasi Spontan 
Pisang var. Agung Semeru (Musa 
paradisiaca formatypica). Jurnal Ilmu 
Dasar. 12(2): 210-225. 
Pearson, W.R., G. Robins and T. Zhang, 1999. 
Generalized Neighbor-joining: More 
reliable phylogenetic tree 
reconstruction. Molecular Biology 
Evolution. 16(6): 806-816. 
Perdana, A.B., 2011. Studi Keanekaragaman 
Genetik Bakteri Dari Usus Ikan Nila 
(Oreochromis niloticus) Melalui Teknik 
Metagenom Sequence-Based. Skripsi. 
FMIPA. UI, Depok. 
Salminen, S., and A.V. Wright, 1998. Lactic Acid 
Bacteria Microbiology and Functional 
Aspects. 2nd ed: Resived and 
Expanded. Marcell Dekker, Inc, New 
York. 
Saxelin, M., 1997. Lactobacillus GG – a Human 
Probiotic Strain with Thorough 
Clinical Documentation. Food Rev Int. 
13: 293–313. 
Siezen, R.J., C. Francke, B. Renckens, J. 
Boekhorst, M. Wels, M. Kleerebezem, 
and S.A.F.T.V Hijum, 2012. Complete 
resequencing and reannotation of the 
Lactobacillus plantarum WCFS1 
genome. J. Bacteriol. 194 (1):195-196. 
Stackebrandt, E., and B.M. Goebel, 1995. A Place 
for DNA-DNA Reassociation and 16S 
rRNA Sequence Analysis in The 
Present Species Definition in 
Bacteriology. International Jurnal of 
Systematic Bacteriology. 44: 846-849. 
Suchitra, U., and M. Kundabala, 2002. 
Enterococcus faecalis: An Endodontic 
pathogen. J Endod. 11-3. 
Suriawiria, U., 1986. Mikrobiologi Masa Depan 
Penuh Kecerahan Di Dalam 
Pembangunan.  Jurusan Biologi.  ITB,  
Bandung.   
 
8 
 
 
